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EP 0 696 191 B1 

Description 

La pr6sente invention se rapporte k un nouveau type de vecteur particuJaire pour le transport et la presentation de 
molecules de principes actrfs, au moins partiellement hydrophobes, qui interagissent avec des recepteurs celluJaires 
5 specif iques. Elle se rapporte egalement k un procede d 'amplification et de contrdle de I'activite de telles molecules, en 
particulier de molecules de lymphokines. 

Les cytokines (aussi appelees lymphokines) constituent un groupe de proteines jouant un rdle important dans la 
regulation et le fonctionnement du systems immunitaire. Elles ont des actions pleTotropiques et agissent par interaction 
speofique avec des recepteurs cellulaires avec une tres haute affinite. Certaines sont utilisees ou proposees comme 
10 agents th6rapeutiques (ex interferons, interleukine-2...). L'une d'entre elles, l'interleukine-2 (IL-2) est particulierement 
representative de cette famille. 

L'IL-2 est synthetisee majoritairement par les lymphocytes T helper (Th1) en reponse k une stimulation par I'anti- 
gene pr6sent6 par des cellules appropriees. Elle est impliquee dans le developpement des reponses immunitaires spe- 
cif iques et non speof iques : elle interag'rt avec differentes cellules pour les activer (lymphocytes T et tueurs naturels- 
is NK-), pour induire leur proliferation et leur difterenciation (lymphocytes T, NK et B). L'IL-2 possede des proprietes arrti- 
tumorales: elle peut induire une regression de differentes tumeurs solides, de melanomes, de leucemies ou de lympho- 
mes etc... L'IL-2 presente aussi un irrteret en vaccinologie : elle amplifie notamment le pouvoir protecteur de certains 
vacdns viraux (Herpes, rage...) et bacteriens (Haemophilus pleuripneumoniae). 

L'IL-1 a 6t6 proposes pour proteger les cellules my6loides contre I'effet cytotoxique de la chimiotherapie. 
20 Les facteurs de croissance h6matopoTteiques, du type G-CSF et GM-CSF peuvent etre utilises dans le traitement 
de certains types de leucop6nie, notamment apres une chimiotherapie. 

L'administration d'interferon y semble limiter les phenomenes d'allergie, en Woquant la production d'IL-4. 
Cependant, il s'agit \k de molecules pouvant intervenir dans une cascade de reactions bioiogiques, parfois en 
synergie, et susceptibles d'entraTner des effets secondaires gSnants (fievre, erytheme, oed6me). 
25 En outre, leur purification est difficile et elles sont souvent produces par genie genetique, et sont done coOteuses. 
II sera'rt done souhaitable de pouvoir disposer d'un systeme vecteur permettant de diminuer les doses adminis- 
trees, par une augmentation de Tactivite observ6e pour une m§me concentration de molecule active, et par prolonga- 
tion de la dur6e d'action dans le temps. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur particulaire, caract6ris6 en ce qu'il comporte, de I'inte- 
30 rieur vers I'exterieur, 

- un noyau hydrophile non liquide, 

-. une couche externe constituee de composes lipidiques, greffes sur le noyau par des liaisons covalentes. 

35 Le noyau de ce vecteur particulaire a, de preference, une taille comprise entre 10nm et 5 jim. 

Les systemes de transport decrits jusqu'a: aujourd'hui presentent une structure mimant celle des lipoproteines, en 
particulier au niveau de la surface externe. C'est le cas notamment des liposomes, qui sont construes d'une bicouche 
tipidique entourant une vacuole aqueuse. C'est egalement le cas pour les biovecteurs supramoleculaires (BVSM) 
decrits dans le brevet EP 344 040. et qui comportent une couche externe de composes amphiphiles. 
40 Cependant, ce type de structure n'est peut-Stre pas utilisable pour certaines classes de principes actifs, avec les- 
quelles des interactions indesirables risquent de se produire, conduisant k la desorganisation du vecteur et k la perte 
de ses proprietes. En particulier, pour l'IL-2, il n'existe pas k ce jour de systeme de transport satisfaisant 

C'est done Tun des objets de la presente invention de fourntr un vecteur eff icace ayant une structure plus simple. 
De maniere surprenante, on a trouv6 que des particules comprenant uniquement un noyau hydrophile, de preference 
45 constrtu6 d'une matrice de polysaccharides ou d'oligosaccharides naturellement ou chimiquemerrt reticules, et d'une 
couche externe lipidique, permettent de fixer des principes actifs ayant une activite biologique et d'en ameiiorer consi- 
derablement I'efficacite. 

Le noyau peut dtre non ionique, ou ionique. 

Un noyau ionique est obtenu par greffage, sur la matrice hydrophile. de ligands portant des fonctions pouvant Stre 
so charg6es positivement ou negativement. Ces fonctions peuvent §tre choisies dans le groupe comprenant : phosphate, 
sulfate, acide carboxylique, ammonium quaternaire, amine secondaire ou amine primaire. 

Le greffage ionique ne doit pas 6tre prejudiciable k la stability ni k la taille de la matrice polysaccharidiqua Ces 
ligands seront done choisis de preference parmi des molecules bioiogiques naturellement presentes dans I'organisme, 
et couples k la matrice par des liaisons hydrolysables enzymatiquement. 
55 Quand les ligands greffes sur la matrice sont des composes acides, ils peuvent notamment etre choisis parmi 
Tacide succinique, Tacide phosphorique, Tacide citrique. la glycine, I'alanine, I'acide glutamique, Tacide aspartique. 

L'acide succinique est un constituant naturel de I'organisme et intervient dans le cycle de Krebs. C'est un diacide 
carboxylique qui peut former avec les hydroxy! es de la matrice polysaccharidique une liaison ester facilement biodegra- 
dable grace k la presence ubiquitaire dans I'organisme de succinyl esterase. La fonction acide qui n'est pas engag6e 
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dans la fonction ester avec la matrice pdysaccharidique reste done disponible pour assurer les prcpri6t6s d'echange 
dlons. 

On peut egalement greffer sur la matrice des mono hydroxy ou des monoaminoarides, par exemple I'acide crtrique, 
les acides amines k chalne courte et les acides amines acides. 
5 Selon un autre aspect de I'invention, les ligands greffes sur la matrice sort des composes basiques. fixes k la 
matrice par fintermediaire d'un compost acide. 

Afin d'obtenir le greffage biodegradable de ligands basiques, il est possible d'utiliser notamment I'acide succinique 
entre la matrice polysaccharidique et un compost basique. L'une des fonctions actdes de I'acide succinique est utilis£e 
pour realiser une fonction ester biodegradable avec la matrice polysaccharidique et I'autre fonction acide est utilises 
10 pour realiser une fonction ester ou amide avec le compose basique. 

De preference, les ligands basiques greff 6s sur la matrice sont des composes bifonctionnels comportant une fonc- 
tion acytaWe formant une liaison amide ou ester avec un compose acide fixe sur la matrice. 

La fonction acylable est par exemple une fonction hydroxyle ou une amine primaire. 

L'autre fonction, non acyiee, est par exemple une fonction amine primaire, secondare, tertiaire, ou un ammonium 
is quaternaire. 

Le ligand peut notamment etre choisi parmi, la choline, rhydroxycholine, le 2-(dimethylamino) ethanol et la 2-(dime- 
thylamino)6thylamine. 

Dans un mode de realisation prefere, la couche lipidique externe est constitu6e d'acides gras naturels. Ces acides 
gras naturels sont fixes uniquement £ la surface du noyau par un proc6de d'acylation regio-s6lective qui evite la d6ri- 
20 vation dans la masse. Ceci est obtenu en effectuant les reactions de greffage dans un milieu non solvant aprotique des 
polysaccharides, qui preserve la structure hydrophile particulate du noyau et assure une repartition homogene des 
constituants lipidiques. La quantite de reactif lipidique, par exemple de chtorure d'acides gras pour se placer en condi- 
tions de saturation est done relativement faibie. 

Le taux d'acylation du vecteur peut ainsi etre module en realisant un ou plusieurs cycles successifs d'acylation. Le 
25 degre d'acylation du noyau joue un rdle dans les propri6t6s du vecteur et sa capacite de fixation, de liberation et 
d'amplif ication de I'activite des principes actifs. 

La Demanderesse a montre que, si le noyau polysaccharidique seul peut fixer par exemple de l'interieukine-2, on 
n'observe pratiquement aucune activite bidogique lorsque ces noyaux charges en IL-2 sont places dans un milieu cel- 
lulaire approprie. En revanche, une amplification maximale de I'activite de l'IL-2 est observ6e pour des vecteurs parti- 
30 culaires comportant un noyau avec un faibie taux d'acylation. 

L'augmentation du taux d'acylation diminue legerement le ph6nomene d'amplif ication de I'activite mais prolonge la 
duree de cette activite. 

Le vecteur particulaire selon llnvention peut de maniere avantageuse etre lyophilise. La lyophilisation est effectu6e 
dans un environnement hydrophile, qui modrf ie les proprietes de surface du vecteur. L'une des hypotheses, par laquelle 
35 on n'entend nullement limiter I'invention, est que tors de la lyophilisation un repliement des chaTnes d'acides gras 
s'effectue vers llnterieur de la structure pour laisser une surface externe hydrophile. Lors de I'utilisation, le vecteur est 
rehydrate directement avec la solution du principe actrf k transporter. 

Llnvention a done egalement pour objet un vecteur particulaire qui comporte en outre des molecules d'au moins 
un mediateur cellulaire presentant k la fois un caractere hydrophobe et un caractere ionique, du type agissant par 
40 llntermediaire d'un recepteur membranaire ; lesdites molecules sont associees par des interactions hydrophobes k la 
couche externe de composes lipidiques du vecteur, et/ou par des interactions ioniques au noyau. 

Ces mediateurs cellulaires peuvent fttre des polypeptides, glycosytes ou non, qui jouent un rdle dans le fonction- 
nement du systeme immunitaire. 

Dans tous les cas, les molecules de principe actif associees k la couche lipidique externe doivertt presenter un 
45 caractere partiellement hydrophobe. La Demanderesse a en effet mis en evidence que les interactions entre le vecteur 
selon I'invention et un mediateur cellulaire comme l'IL-2 sont rompues par I'addition d'un detergent non ionique, du type 
Hecameg (6-0-(N-heptylcarbamoyl)methyl-a-D-glucopyranoside). II se produit en outre des interactions ioniques entre 
le noyau, qui presents un caractere acide (notamment gr&ce au greffage de radicaux phosphates) et les fonctions basi- 
ques de l'IL-2. 

so Parmi les molecules de mediateurs cellulaires pour lesqueiles le vecteur particulaire presente un interet particulier, 
il faut crter les cytokines qui regroupent un ensemble de mediateurs solubles produits par les cellules. Elles compren- 
nent les lymphokines ou interleukines, secretees par des cellules immunocompetentes qui assurent les interactions 
entre les leucocytes, les monokines, les TNF (ou tumor necrosis factor a et p ), les diff 6rents interferons (INF a, p et y), 
le G-CSF, le M-CSF, le GM-CSF et le MIF. 

55 Parmi les mediateurs les mieux adaptes, l'IL-2 voit son activite amelioree par ('association aux vecteurs particulai- 
res selon I'invention ; NL-1 , qui possede une forme membranaire de 23 kD et la forme membranaire de 26 kD du TNF 
sont particuK6rement appropries k la preparation de vecteurs selon I'invention. 

Le taux d'acylation varie afin d'obtenir la meilleure interaction avec les molecules de mediateurs associees, qui 
depend des rapports respectifs hydrophilie/hydrophobie de la couronne lipidique et du principe actif, compte tenu de 
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I'effet, d'amplification ou de retard dans la liberation, recherche. 

L'invention a 6galemertt pour objet des compositions pharmaceutiques corrtenant des vecteurs particulaires selon 
Tinvention, charges ou non par des molecules de mediateur cellulaire, et un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les applications des vecteurs et des compositions selon l'invention comprennent la preparation de formes pour 
5 administration in vivo de principe actif. Elles comprennent 6galemerrt la supplementation de milieux de culture in vitro 
de Iign6ees cellulaires, produisant par exemple une prot6ine dlnterdt. 

De maniere generate, Tun des objets de l'invention est un proc6d6 d'amplification de I'activite d'un mediateur cellu- 
laire polypeptidique au moins partiellement hydrophobe, caract6ris6 en ce que 

w a) on prepare un vecteur particulaire qui comporte de I'interieur vers I'exterieur 

- un noyau constitue d'une matrice de polysaccharides ou d'oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules, 

une couche externe constrtu6e d'acides gras naturels greff 6s au noyau par des liaisons covalentes, & un taux 
75 variable, 



b) de manure facultative, on lyophilise le vecteur obtenu dans un environnement hydrophile. 

c) on associe le mediateur cellulaire au vecteur par des interactions au moins partiellement hydrophobes. 

20 L'effet sur I'activite du mediateur cellulaire peut notammerrt comprendre une augmentation de I'activite intrins6que 
et/ou une augmentation de la duree de vie du principe actif associe au vecteur selon ('invention. 

Selon Tun des aspects de l'invention, les vecteurs, constitues du noyau hydrophile reticule, portant de preference 
des ligands ioniques, sur lequel sont fixes les residus d'acides gras, appeies aussi "coeurs acyies", sont lyophilises. Le 
chargement en principe actif proteique s'effectue par mise en presence des coeurs acyies lyophilises avec une quantite 
25 limitee de solution aqueuse proteique de principe actif, de manure & assurer la formation d*agr6gats stables de vec- 
teurs charges en principe actif. Ces agregats sont ensuite disperses dans une phase aqueuse par dilution. 

D'autres caracteristiques et avarrtages de la pr6sente invention apparaTtront & la lecture des exemples qui suivent. 
Dans ces exemples, on se r6f6rera aux figures suivantes : 



30 Rgurel : 
Figure 2 : 
Rgure 3 : 

35 

Rgure 4 : 

Rgure 5 : 
Rgure 6a : 

40 

Rgure 6b : 
Rgure 7a : 

45 

Rgure 7b : 
Rgure 8a : 

50 

Rgure 8b : 

Rgure 9 : 

55 Rgure 10: 

Rgure 11 : 
Rgure 12 : 



Proliferation des cellules CTLL en presence d'IL-2 meiangee aux noyaux polysaccharidiques acyies (lot 
14) : nombre de cellules vivantes (comptage MTT). 

Proliferation des cellules CTLL en presence d'IL-2 meiangee aux noyaux polysaccharidiques acyies : 
capacite proliferative des cellules. 

Influence de ('association de l'IL-2 & des noyaux polysaccharidiques acyies sur I'activite proliferative des 
cellules l'IL-2 dependantes. 

Influence de la presence de residus acyl (CA lot 18) sur les noyaux polysaccharidiques (NPS) sur 
I'amplrfication des propri6t6s de l'IL-2. 

Croissance des cellules CTLL en presence de deux quantites d'IL-2 (4 et 20 U). 
Influence du nombre d'acylations des noyaux sur leur capacite & amplifier les prophet 6s biologiques de 
l'IL-2 : croissance des cellules IL-2 dependantes en presence de 20 U d'IL-2 melanges & des noyaux 
differemment acyies. 

Influence du nombre d'acylations des noyaux sur leur capacite d amplifier les propri6t6s biologiques de 
l'IL-2 : capacite proliferative des cellules IL-2 dependantes. 

Influence du nombre d'acylations des noyaux sur leur capacite k amplifier les propri6t6s biologiques de 
l'IL-2 : croissance des cellules IL-2 dependantes en presence de 4 U d'IL-2 melanges & des noyaux dif- 
feremment acyies.. 

Influence du nombre d'acylations des noyaux sur leur capacite & amplifier les propri6t6s biologiques de 
l'IL-2 : capacite proliferative des cellules IL-2 dependantes. 

Influence de la quantite de noyaux sur les propri6t6s biologiques de l'IL-2 : croissance des cellules IL-2 
dependantes en presence de 0,1 mg et de 2 mg de noyaux acy!6s. 

Influence de la quantite de noyaux sur les propri6t6s biologiques de l'IL-2 : capacite proliferative des cel- 
lules IL-2 dependantes. 

Influence de la presence de residus acyl (CA lot 18) sur les noyaux polysaccharidiques (NPS) sur 
('amplification des propri6t6s de l'IL-2. 

Influence du nombre d'acylations des NPS sur la stabilite et/ou la liberation d'IL-2 dans le milieu de cul- 
ture : dosage de l'IL-2 r6siduelle dans les surnageants de culture. 
IL-2 r6siduelle dans les surnageants de culture. 

Influence de la quantite de noyaux polysaccharidiques acyies sur la quantite d'IL-2 residuelle dos6e 
dans les surnageants de culture des cellules CTLL 
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Figure 13 : Croissance des cellules IL-2 dependantes en presence d'IL-2 Ii6e aux noyaux acyies. 

Figure 14 : Effet des noyaux acyies sur la restauration de ('activity sur la proliferation cellulaire de i'IL-2 denatur6e. 

La ligne continue et les carr6s repr£sentent I'activite de l'IL-2 denature, les cercles I'activite de l'IL-2 
denature associee aux noyaux CAO. les triangles I'activite de l'IL-2 d6naturee associee aux noyaux 
5 CA1 , et la ligne pointillee repr6sente I'activite d'IL-2 native, sur 2.10 4 cellules CTLL 

Exemple 1 : Preparation de particules charges en IL-2 

lnterleukine-2 : 

w 

recombinante humaine (Genzyme), 

recombinante humaine radiomarqu6e (^S Methionine et cysteine) pr£par£e a partir de cellules BHK-21 recombi- 
n6e. 

recombinante souris (Genzyme). 

15 

Synthase des noyaux polysaccharidiques (NPS) 

300 g d'amidon Waxytis 1 00 (Roquette, France) sont dissouts dans de la soude 2 N puis 8 ml d'epichlorhydrine sont 
ajout6s. On obtient un gel qui est neutralise a I'acide acetique, puis lave a I'eau. Ce gel est dilu6 dans 2,25 1 de soude 
20 1 ,5 N, puis 57 ml de POCI 3 a un debit de 9 ml/heure et 342 ml de soude 10 N a un debit de 54 ml/heure sont ajoutes. 
Le gel est neutralise a I'acide acetique et broy6 avec un homogeneisateur haute pression Minilab. La suspension obte- 
nue est centrifug£e 15 minutes a 10 000 g, I'analyse du surnageant au nanosizer montre une population homogene de 
particules de 200 nm. Ces NPS sont lyophilis6s en presence d'hydrogenocarbonate d'ammonium. On designe par CAO 
les noyaux polysaccharidiques non acytes. 

25 

Synthase des coeurs acyies (CA1 , CA2 et CA3) 

30 g de NPS lyophilis6s sont melanges a 450 ml de dichloromethane fraichement distill 6. On ajoute 3,3 ml de chlo- 
rure d'acide palmitique sous agitation. Apres 2 heures de reaction, le milieu reactionnel est fiitre et lave a r ether ethyii- 
so que. Les CA1 sont ensuite ultraf iltr6s puis lyophilises. Les coeurs acyies obtenus peuvent suivre 1 a 2 cycles d'acylation 
identiques & celui decrit, ceci ameiiorant rhomog6n6it6 de la couronne d'acides gras a I'ext6rieur des particules. La 
taiile des particules acyiees reste constante a 200 nm. Nous obtenons apres un cycle d'acylation des CA1 , 2 cycles 
des CA2, 3 cycles des CA3. Ces coeurs acyies sont lyophilises et utilises sous forme lyophilis6e. 

as Association de l'IL-2 aux CA 

Suivant les experiences, des quantites variables d'IL-2 peuvent §tre associees aux noyaux polysaccharidiques 
acyies et non acyies. Pour 10 unites d'IL-2/mg de CA, on hydrate 0.5 mg de CA directement avec 200 *il d'IL-2 pr6ala- 
blement dilu6e dans du tampon PBS (50 unites/ml). Apres agitation douce et un repos d'une heure a 4° C, la suspen- 
40 sion est additionn6e de 1 ml de milieu de culture des cellules. 

Selon les besoins, le melange est teste immediatement ou purrfie pour s6parer l'IL-2 qui n'a pas ete associee aux 

CA. 

Separation de l'IL-2 qui n'a pas ete associee aux CA 

45 

Le melange IL-2/CA est centrifuge (5 min a 2000 g ). Le surnageant (S) est delicatement preieve pour etre teste et 
ie cuiot (C : IL-2 liee) est lave deux fois avec du milieu puis resuspendu dans le milieu de culture suppiemente. 

Mlse en evidence de I'assoclation de l'IL-2 aux noyaux polysaccharidiques acyies 

50 

L'association de l'IL-2 aux noyaux polysaccharidiques et aux noyaux polysaccharidiques acyies est possible 
comme le montrent les r6suRats reportes dans le tableau 1 ci-dessous ; en effet, puisqu'on enregistre une nette dimi- 
nution de la concentration de l'IL-2 contenue dans le surnageant Toutefois, ce n'est qu'avec tes noyaux polysacchari- 
diques acyies que l'IL-2 n'a pu etre Iib6r6e apres la reprise du culot contenant l'IL-2 f ix6e. 
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Tableau 1 



5 


Interaction entre llnterleuldne-2 recombinante humaine et 
les noyaux polysaccharldlques: Importance de I'acylatlon. 




Nature du produit 


Activite biologique de l'IL-2 (Unites par ml) 
Apr6s association avec : 


70 




Noyaux polysaccha- 
ridiques 


Noyaux polysaccha- 
ridiques acyl6s 




Melange* 


1.1 


5 




Surnageant* 


0.3 


0.4 


75 
20 


Culot + PBS* 


0,5 


2,7 


IL-2 temoin : 1,4 Unites par ml 

L'IL-2 recombinante humaine a £te m£lang£e sort aux noyaux 
polysaccharidiques sort aux noyaux polysaccharidiques acyl6s 
et certtrifug6e pour partie du melange aprfcs interaction le jour 
mfime. Apr£s 7 jours de conservation a 4° C, la quantity d'IL-2 
pr6sente dans chaque type de produit a 6t6 d£termin£e selon la 
m&hodede Gillis ( J. Immunol. 1978, 120, 2027). 



* Melange : melange IL-2/noyaux conserve 7 jours a 4° C. 

* Surnageant : IL-2 non assoctee aux noyaux et conserve 7 jours a 
25 4° C. 



* Culot + PBS : IL-2 associee aux noyaux et liberee pendant les 7 
jours de conservation. 



30 

(.'association de NL-2 aux noyaux polysaccharidiques est plus importante lorsqu'ils ont 6t§ acy16s. Ceci est mis en 
Evidence par le dosage de I'activite biologique de l'IL-2 contenue dans le surnageant d'interaction (5 heures) aprfcs Eli- 
mination des coeurs acyl6s (CA). Ces r6suftats sont prSsentes dans le tableau 2. 

35 

Tableau 2 
Quantrte d'IL-2 initiate: 70 U 



Contenu en IL-2 dans le surnageant d'interaction avec : 



40 - CAO : 30.0 U 

- CA1 : 0.2 U 

- CA2 : 0.2 U 

- CA3 : 0.2 U 



avec CAO, 50% de l'IL-2 a 6t6 associee au CA ou inac- 
tive tandis qu'avec les CA acy!6s toute l'IL-2 a 6t6 asso- 
ciee au CA ou inactive. 

Le nombre d'acylations ne semble pas ici inf luencer sur la 
so capture de l'IL-2. 

Le mfime type de r£sultat est obtenu avec l'IL-2 radiomar- 
qu6e (Tableau 3). 



55 
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Tableau 3 



5 


Mise en Evidence d'une association entre I1L-2 radiomarqu6e 
et les noyaux polysaccharidiques acyles ou non. 


10 


Nature des noyaux 
polysaccharidiques 


IL-2 non associ6e 
aux noyaux* 


Moment de oontrOle 
de la liberation de I'lL- 
2* associee aux 
noyaux 








12 H 


24 H 


96H 




CAO 


540 


27 


23 


15 




CA1 


160 


41 


28 


13 


15 


CA2 


220 


46 


24 


20 




CA3 


130 


36 


24 


20 



* Les resultats representent le nombre cpm pour 20 jjJ. 



20 

De l'IL-2 radiomarquee (1700 qpm/20 uJ) a 6t6 utilis6e pour hydrater les noyaux Apr&s 5 heures d'interaction, le 
melange est centrifuge et le surnageant est contrOie (IL-2 non associee). Le culot de centrtfugation est ensuite remis 
en suspension dans du PBS pendant 7 heures puts centrifuge et contr6l6 (point 12 H). Le nouveau culot est & nouveau 
25 remis en suspension dans du PBS pendant 12 heures (point 24 H) et ainsi de suite. 

On constate que la aussi I'acylation induit une association plus importante de l'IL-2. II apparart que l'IL-2 associee 
aux noyaux n'est que tr&s faiblement liberee au cours du temps en presence de tampon. Toutefois, malgre la faiblesse 
de la radioactivity, il semble que la liberation de l'IL-2 soit plus importante k partir des structures acy16es. 

30 Exemple 2 : Nature de (Interaction de l'IL-2 avec les noyaux 

Afin de determiner la nature de ('interaction entre l'IL-2 et les noyaux, l'IL-2 Ii6e aux noyaux a 6t6 eiu6e avec diff§- 
rentes solutions : tampon PBS, solution de detergent (Hecameg 1%) ou de NaCI 0,5 M. Comme le montrent les r6sul- 
tats preiiminaires reportes dans le tableau 4, pas d'IL-2 est Iib6r6e avec le PBS tandis qu'une quantite importante est 
35 liberee avec le detergent et tres peu ou pas avec reievation de la force ionique. II apparatt done que la nature de (Inte- 
raction entre l'IL-2 qui a ete liberee et les noyaux soit plutdt hydrophobe qu'hydrophile, y compris avec les noyaux qui 
n'ont pas ete acy!6s. 



Tableau 4 



Mlse en evidence d'une association entre l'IL-2 et les noyaux 
polysaccharidiques acyies ou non : IL-2 (activite biologique) 
liberee (12 heures d'interaction) & partir des CA d6barrasses 
de l'IL-2 initiate. 


Nature des noyaux 
polysaccharidiques 


Liberation d'IL-2* Nature du traitement des 
noyaux apres interaction avec l'IL-2 




PBS 


Hecameg 1% 


NaCI 0,5 M 


CAO 


0 


+ 


+/- 


CA1 


0 


+ 


+/- 


CA2 


0 


+ 


+ 


CA3 


0 


+ 


0 



* Les resultats represented une lecture optique de la proliferation des 
cellules CTLL. 
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Les interactions entre l'IL-2 et les noyaux acyl6s sont tr£s fortes puisque peu d'IL-2 est Iib6r6e au oours de 23 jours 
de conservation a 4° C. Par contre, aprds ce temps de conservation une quantity importarrte cf IL-2 peut Stre Iiber6e par 
un detergent/hecameg 1%). 



Tableau 5 



Mise en Evidence d'une association entre I1L-2 radlomarquee et les 
noyaux : etude du type dlnteractlon ma|eure entre l'IL-2 et les noyaux. 


Nature des noyaux 
polysaccharidiques 


Liberation de l'IL-2 (cpm pour 20 ui) k partir des noyaux 
s6dimentes apres 23 jours et apres traitement par : 




Aucun surnageant 


PBS 


Hecameg 


CAO 


22 


31 


32 


CA1 


28 


25 


283 


CA2 


52 


44 


213 


CA3 


72 


52 


329 



20 



Exemple 3 : Evaluation de I'effet de rassoclation de l'IL-2 aux CA 

25 a) Materiel et methodes 

On utilise comme cellules indicatrices des cellules murines CTLL (cytotoxic T lymphocyte line) dont la survie et la 
croissance dependent de la presence et la quantity d'IL-2. Elles sont cultivSes en milieu RPM I supplements (glutamine, 
arrtibiotiques, s6rum foetal bovin, sodium pyruvate, acides amines non esserrtiels, Hepes, et p-mercaptoethanol). 

30 Dans des plaques 24 puits les echantillons (1 ml) sont testes en les ajoutant k 1 ml de cellules CTLL, k 2.10 5 cel- 
lules par ml. Les plaques sont ensuite incub6es k 37° C sous atmosphere humide et en presence de 7% de CO2. Cha- 
que jour du contrOle I'ensemble du puits k tester est preieve et centrifuge. Le surnageant est r6cup6r6 et congeie pour 
mesurer ulterieurement l'IL-2 (IL-2 r6siduelle). Le culot cellulaire est resuspendu dans du milieu de culture pour un 
d6nombrement des cellules vivantes. 

35 La croissance des cellules est aussi testee d'apres leur capacite & incorporer de la thymidine tritiee dans leur 
genome au jour du corrtrdle. A cette fin, dans des plaques 96 puits, 1 00 ul d'6chantillon sont melanges k 1 00 uJ de cel- 
lules contenarrt 2.10 s cellules par ml. Le jour du contrdle de la thymidine tritiee est ajoutee pendant 5 heures et la 
radioactivite est determinee apres lyse et filtration des cellules. 

40 Method es de contrdle 

- D6nombrement des cellules vivantes 

Le denombrement des cellules vivantes est effectu6 d'apres le taux d'incorporation d'un colorant vital (MTT) dans 
45 les cellules en culture. 

-Titrage de IU-2 

L'IL-2 contenue dans les drff erents produits d'association avec les noyaux acyies ou TIL-2 residuelle est dosee sui- 
50 vant la technique usuelle (M6thode de Gillis: proliferation). 

b) Consequence de rassoclation de l'IL-2 k des noyaux acyies sur la proliferation des cellules IL-2 d6pendan- 
tes 

55 Lorsque le melange IL-2 -noyaux polysaccharidiques acyies (Lot 14) est ajoute dans le milieu de culture des cellu- 
les CTLL, on constate (Fig. 1) que la quantrte de cellules qui ont prolrtere est plus 6lev6e qu'en presence d'une m§me 
concentration d'IL-2 seute, sous forme di!u6e dans du PBS. Le mfime type de resultats est obtenu avec un autre lot de 
noyaux polysaccharidiques acyies (Lot 18: Fig. 4). 

De plus, si au lieu de denombrer les cellules vivantes, on evaiue la capacite des cellules k pro!rf£rer dans la culture 
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(incorporation de thymidine tritiee) (Fig. 2), la presence du melange d'll-2 et de noyaux polysaccharidiques acyies aug- 
ments sign'rficativement cette capacite. Non seulement de l'IL-2 encore active sur de nouvelles cellules est presente 
dans les sumageants mais cette IL-2 melangee aux noyaux polysaccharidiques acyies entralne une prolongation de la 
proliferation des cellules. Cette presence du melange a deux consequences (Fig. 3): 1°) tout au long de la culture (sauf 
5 au jour 1 0) le nombre de cellules mortes est moindre en presence de noyaux polysaccharidiques acyies ; 2°) le nombre 
total de cellules en fin de culture est plus important en presence de noyaux polysaccharidiques acyies. 

c) Influence de I'acylation des noyaux polysaccharidiques sur leur capacrte a amplifier les proprietes de l'IL-2 

io En ('absence d'IL-2, les noyaux polysaccharidiques (NPS) aussi bien que les noyaux polysaccharidiques acyies 
(CA) ne sont pas capables d'induire ni la croissance ni la survie des cellules (Fig. 4). Par centre, les noyaux polysac- 
charidiques acyies amplifiers les proprietes de l'IL-2. D'autre part, les noyaux polysaccharidiques non acyies ont plutOt 
un effet negatrf sur la croissance des cellules (Fig. 4). 

15 Exemple 4 : Influence du degre d'acylation et de la quantity du melange IL-2/noyaux sur ramplrf Icatlon des pro- 
prietes de l'IL-2 

Dans une serie d'experiences. deux quantites du melange IL-2/noyaux ont ete testees : 20 unites d'IL-2 ont ete 
associ6es aux noyaux et eventuellement diluees au 1/5 (la quantite de noyaux en a ete tout autant diluee). II est cou- 
20 ramment verif ie que lorsque des quantites importarrtes d'IL-2 sont ajoutees aux cellules indicatrices une inhibition de 
la croissance des cellules en resulte. Nous avons verifie que les conditions initiales dlnteraction entre l'IL-2 et les 
noyaux ne relevaient pas de ce cas (Fig. 5) : avec 4 unites les cellules proliferent moins qu'avec 20 unites. 

Avec 20 unites d'IL-2, on constate que la croissance des cellules (Fig. 6a) avec l'IL-2 melangee aux noyaux est 
principalement augmentee avec les noyaux ayarrt subi 2 ou 3 acylations. Le m§me type de resurtats mais moins pro- 
ps nonce est obtenu en mesurant la capacrte des cellules & proliferer (Fig. 6b). 

Avec 4 unites d'IL-2, les resuttats (Rg. 7a et 7b) sont plus tranches : I'acylation joue un rOle important comme dej£ 
demontre (Rg. 4). Toutefois, une augmentation de I'acylation diminue I'amplification de la croissance (Rg. 7a) aussi 
bien que la capacite proliferative des cellules (Rg. 7b). 

II est possible que le systeme soit inhibe par exces d'activrte de l'IL-2, pour 20 U d'IL-2. 

30 

Influence de la quantite de noyaux acyies sur I'amplification des proprtetes de l'IL-2 

Une m§me quantite cfIL-2 a eld melangee sort a 2 mg sort a 0, 1 mg de noyaux acyies pour etudier I'influence de la 
quantite de noyaux sur I'amplification des proprietes de l'IL-2. Comme le montrent les resurtats reportes dans la figure 
35 8, e'est surtout aux jours 1 et 3 qu'apparaissent les differences : la croissance (Fig. 8a) et la capacite proliferative (Fig. 
8b) sont plus importarrtes pour la quantite la plus elevee de noyaux. 

Exemple 5 : Consequence de r association de l'IL-2 a des noyaux acyies ou non sur la presence d'IL-2 resi- 
duelle dans les sumageants de culture des CTLL 

40 

II apparait, qu'& cflte d'une amplification de ractivite specrfique de l'IL-2, un phenomene de protection" de l'IL-2 ou 
de liberation lente d'une IL-2 active pourrait etre observe dans le cas ou celle-ci a ete prealablement associee aux 
noyaux polysaccharidiques acyies. Plusieurs de ces trois hypotheses pourraient m§me etre realisees sumultanement. 
Pour darifier ce point, dans les drfferentes experiences de proliferation des cellules, on a titre l'IL-2 residuelle presente 
45 a differents temps de la culture. 

a) Influence de I'acylation des noyaux polysaccharidiques sur la quantite d'IL-2 residuelle dans les cultures 

Comme le montrent les resultats reportes dans la figure 9 (memes conditions que la Rg. 4), d'avantage d'IL-2 est 
so presente dans les sumageants des cultures ayant regu le melange d'IL-2 avec des noyaux acyies, la presence du 
melange d'IL-2 et de noyaux non acyies ayant plutdt pour effet de faire diminuer l'IL-2 residuelle. Toutefois, des le debut, 
la quantite d'll-2 residuelle apparente est nettement plus eJevee que celle observee avec la preparation d'IL-2 temoin 
indiquant que sort l'IL-2 a ete mieux protegee durarrt les premieres 24 heures du culture soit ractivite specrfique de ML- 
2 a ete amplified (amelioration de la presentation de l'IL-2). 

55 

b) Influence du degr6 d'acylation et de la quantite du melange IL-2/noyaux sur la quantity d'IL-2 residuelle dans 
les cultures 

L'IL-2 residuelle a aussi ete testee dans les sumageants de culture correspondant aux figures 6 et 7. Comme pre- 
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c6demment, on enreglstre une quantity cf IL-2 r6siduelle tr£s importante torsque les noyaux orrt subi une acytation, que 
ce sort avec 20 ou 4 unites d'IL-2. Tout comma pour la proliferation, 1'augmentation de I'activrt6 de I IL-2 est plus signi- 
ficative en presence cf une quantity plus faible cf IL-2 (20 U Rg. 10 et 4 U Fig. 11). Plusieurs acylations condursent a une 
activite interieure k celle obtenue avec une setde acytation. 

5 

c) Influence de la quanta de noyaux sur la quantlte d f IL-2 reslduelle dans les cultures 

La quantity d'IL-2 r6siduelle depend aussi de la quantrte de noyaux acytes auxquels elle a 6t6 associee comma le 
montre la figure 12. La encore, on observe le rdle important des noyaux acyies. 

10 

Exemple 6 : Mise en Evidence de propri6t6s biologlques diff6rentes entre TIL-2 Itee et I1L-2 libre 

20 unites cf IL-2 sont ntelang 6s k des noyaux acyies (CA1 ) puis centrifuges. Le culot et le surnageant ont ete testes 
s6par6ment pour leur aptitude k induire la croissance des cellules (Rg. 13). On constate comme pr6c6demment, que 
75 le melange IL-2/CA amplif ie les proprtetes de i'IL-2. II en est de mfime pour I'IL-2 liee aux CA. Par contre le surnageant, 
id encore, ne content plus suffisamment d'IL-2 pour induire une proliferation. 

Exemple 7 : Interaction entre rinterleuklne 2 et les blovecteurs : Influence de I'acylatlon 

20 La possibility d'interaction de l'IL-2 avec les noyaux acytes a £te determines L'IL-2 est meiangee avec des noyaux 
(acyies ou non), dilute dans du milieu de culture celtulaire suppiemente avec 10% de FBS (serum foetal bovin), 
incubee k 37° C et testee k des temps determines pour son activite sur la proliferation en melange avec les vecteurs 
ou apres leur elimination. 

Les surnageants correspondant aux melanges IL-2/vecteurs montrent une diminution significative de I'activite sur 

25 la proliferation imm6diatement apres I'eiimination des pdynteres, par rapport k I'activite de l'IL-2 seule. On ne r6cup6re 
que 15% et 70% de I'activite de l'IL-2, respectivement avec les noyaux CA2 et CA0. L'IL-2 associee aux vecteurs est 
encore active car les culots remis en suspension peuvent induire la croissance des cellules CTLL jusqu'£ 4 jours apres 
qu'ils aient 6t6 ajoutes aux cellules CTLL. Ces donn6es suggerent fortement que l'IL-2 est associee aux vecteurs, car 
elle est eiiminee au cours de la centrtfugation. En outre, I'activite sur la proliferation de l'IL-2 est conserves jusqu'au jour 

30 4, avec un maximum de deux jours apres son association avec les vecteurs. 

En ce qui concerne la stability de l'IL-2, apres deux jours, I'activite sur la proliferation de l'IL-2 seule decroTt tr£s 
fortement alors qu'une proliferation significative peut encore etre mise en evidence avec de l'IL-2 apres interaction avec 
des noyaux CA0 ou CA1 . Ceci peut sugg6rer que l'IL-2 associee aux vecteurs est progressivement relargu6e dans les 
conditions de cultures cellulaires. Le relarguage de l'IL-2 est plus important pour les noyaux CAO et CA1. 

35 L'activite sur la proliferation de i'IL-2 meiangee avec des vecteurs est aussi mesuree apres stockage a 37° C. 
L'augmentation de I'activite de l'IL-2 est mise en evidence quand l'IL-2 a ete incubee avec des vecteurs quelque sort le 
jour de contrdle. L'effet le plus important est observe apres 24 heures avec des noyaux CA2. 

Dans ces conditions, les noyaux non acyies augmentent faiblement I'activite de l'IL-2 corrtrairemerrt k ce qui a ete 
observe dans les experiences precedentes. Cette difference peut s'expliquer par une association lente de l'IL-2 avec 

40 les noyaux CAO, compares aux noyaux acyies. Apres deux jours de culture, I'activite de l'IL-2 decroTt progressivement, 
probabiement k la fois k cause de la denaturation et de la liberation. 

Ces resultats montrent clairement que l'IL-2 peut §tre associee avec les vecteurs (de maniere plus efficace 
lorsqulls sont acyies) et que l'IL-2 associee aux vecteurs a une activite sur la proliferation ; l'IL-2 associee aux vecteurs 
particulates peut §tre relargu6e sous forme active. 

45 

Exemple 8 : retabllssement de I'activite sur la proliferation d'une IL-2 denature par association avec des vec- 
teurs particulates selon I'invention 

De l'IL-2 humaine recombinante purif i6e produite par la levure (Genzyme Corp) est d6natur6e ou agr6g6e par 
so reconstitute et dilution dans du tampon PBS suivi par une congelation a - 20° C puis decongeiation. Dans ces condi- 
tions, on obtient une reponse k 50% avec environ 40 ng/ml (ou 4 ng pour 2.10 4 cellules CTLL) au lieu d'environ 0,8 
ng/ml (ou 0,08 ng pour 2.10 4 cellules CTLL) pour la preparation d'IL-2 native, comme montre sur la figure 14. Cette 
diminution importante de I'activite de l'IL-2 (50 k 100 fois moins) confirme que le traitement par PBS et congeia- 
tion/decongeiation reduit la biodisponibilite de l'IL-2. 
55 L'IL-2 denature est aussi incubee avec des noyaux acyies. Ce traitement restaure partiellement ou totalement 
I'activite de l'IL-2 dans cette preparation quand elle est meiangee respectivement avec des noyaux CAO ou CA1 . Apres 
association avec les noyaux CAO ou CA1 (ainsi qu'avec des noyaux CA2 ou CA3) environ 10 k 100 fois moins d'IL-2 
est respectivement necessaire pour induire le mfime niveau de proliferation qu'avec l'IL-2 seule. Apres association avec 
des noyaux acyies, I'activite de l'IL-2 sur la proliferation est la m§me ou superieure que celle avant la denaturation. En 
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consequence, a cdte de leur effet sur l'IL-2 non denaturee, les vecteurs selon llnvention peuvent restaurer I'activite de 
riL-2 denatures sur la proliferation in vitro Cette restauration est plus marquee lorsque les vecteurs sont acyles. 

Exemple 9 : Influence de 1'orlglne de l'IL-2 sur la capaclte des noyaux polysaccharidiques acyles a amplifier les 
5 proprietes de l'IL-2 

A cflte de l'IL-2 recombinante humaine (IL-2 Hr), de l'IL-2 de rat a ete associee aux noyaux polysaccharidiques acy- 
les. Le m§me phenomene d'amplification est observe, comma indique sur le tableau 6. 

10 

Tableau 6 



Influence de I'origlne de l'IL-2 sur la capaclte des 
noyaux polysaccharidiques acyles a amplifier les 
proprietes de l'IL-2 vis-a-vis de la proliferation 
des cellules (contrdle au jour 3). 


Nature du produit 


Proliferation des cellules (cpm 
10" 3 ) 




Non associee 


Associee aux 
noyaux acyles 


IL-2 Hr 


11 


31 


IL-2 rat 


17 


83 


IL-2 rat 1/10 


1 


2 ! 



Revindications 

30 

1 . Vecteur particulate, caracterise en ce qu'il comporte, de Unterieur vers I'exterieur, 
- un noyau hydrophile non liquide, 

• une couche externe constituee de composes lipidiques, greffes sur le noyau par des liaisons covalentes. 

35 

2. Vecteur particulate selon la revendication 1, caracterise en ce que le noyau est constitue d'une matrice de poly- 
saccharides ou d'oligosaccharides naturellement ou chimiquement reticules. 

3. Vecteur particulaire selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que des ligands ioniques sont greffes 
40 sur le noyau, et en ce que le noyau presente un caractere ionique. 

4. Vecteur selon la revendication 3. caracterise en ce que les ligands ioniques portent au moins une fonction choisie 
dans le groupe comprenant : phosphates, sulfates, acides carboxyliques, ammonium quaternaires, amines secon- 
dares, amines primaires. 

45 

5. Vecteur particulaire selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que les composes lipidiques de la cou- 
che externe sont des acides gras naturels, fixes au noyau a un taux variable. 

6. Vecteur particulaire selon Tune des revendications 1 a 5 , caracterise en ce qu'il est sous forme lyophilisee. 

50 

7. Vecteur particulaire selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce qull comporte en outre des molecules 
d'au moins un mediateur cellulaire a caractere a la fois hydrophobe et ionique, du type agissant par I'intermediaire 
d'un recepteur membranaire, et en ce que lesdites molecules sont associees par des interactions hydrophobes a 
la couche externe de composes lipidiques du vecteur et/ou par des interactions ioniques avec le noyau. 

55 

8. Vecteur particulaire selon la revendication 7, caracterise en ce que les molecules de mediateurs cellulaires sont 
des polypeptides qui jouent un rdle dans le fonctionnement du systeme immunitaire. 

9. Vecteur particulaire selon Tune des revendications 7 et 8, caracterise en ce que les molecules de mediateurs cel- 
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lulaires sort des cytokines choisies dans le groups comprenant : les interieukines, les interferons, les TNF, le G- 
CSF, le M-CSF, le GM-CSF et le MIF. 

10. Vecteur particulaire selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que la cytokine est llnterleukine 2. 

5 

11. Composition pharmaceutique, caract6ris6e en ce qu'elle comprend des vecteurs particulaires selon Tune des 
revendications 1 & 1 0, dans un v6hicule pharrrtaceutiquement acceptable. 

12. Proc6d6 d'amplification de I'activit6 d'un m6diateur cellulaire pdypeptid'que au moins partiellement hydrophobe, 
10 caract6ris6 en ce que 

a) on prepare un vecteur particulaire qui comporte de I'interieur vers I'extGrieur 

- un noyau constitu6 d'une matrice de polysaccharides ou d'oligosaccharides naturellement ou chimique- 
75 merit r6ticul6s, 

- une couche externe constitute decides gras naturels greffes au noyau par des liaisons covalentes, & un 
taux variable, 

b) de mantere facultative, on lyophilise le vecteur obtenu dans un environnement hydrophile. 

20 c) on associe le m6diateur cellulaire au vecteur par des interactions au moins partiellement hydrophobes. 

13. Proc6d6 d'amplification de I'activrt6 d'un m6diateur cellulaire, caract6ris6 en ce que : 

a) on prepare un vecteur particulaire comportant un noyau hydrophile r6ticul6 sur lequel sort greffes des r6si- 
25 dus d'acides gras et des ligands ioniques, 

b) on lyophilise ledit vecteur particulaire, 

c) on met le vecteur lyophilis6 en presence d'une quantity limine d'une solution aqueuse de mSdiateur cellu- 
laire, de mantere k assurer la formation d'agrggats stables de vecteurs charges en m§diateur cellulaire. 

30 Claims 

1 . Particulate vector, characterized in that it comprises, from the inside to the outside, 

• a nonliquid hydrophilic core, 
35 - an external layer consisting of lipid compounds, grafted on the core by covalent bonds. 

2. Particulate vector according to Claim 1 , characterized in that the core consists of a matrix of naturally or chemically 
cross-linked polysaccharides or oligosaccharides. 

40 3. Particulate vector according to either of Claims 1 and 2, characterized in that ionic ligands are grafted onto the core, 
and in that the core has an ionic character. 

4. Vector according to Claim 3, characterized in that the ionic ligands carry at least one functional group chosen from 
the group comprising: phosphates, sulphates, carboxylic acids, quaternary ammoniums, secondary amines, pri- 

45 mary amines. 

5. Particulate vector according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the lipid compounds of the external layer 
are natural fatty acids bound to the core at a variable level. 

so 6. Particulate vector according to one of Claims 1 to 5, characterized in that it is in freeze-dried form. 

7. Particulate vector according to one of Claims 1 to 5, characterized in that it comprises, in addition, molecules of at 
least one cellular mediator having both a hydrophobic character and an ionic character, of the type which acts via 
a membrane receptor, and in that the said molecules are associated by hydrophobic interactions with the external 

55 layer of lipid compounds of the vector, and/or by ionic interactions with the core. 

8. Particulate vector according to Claim 7, characterized in that the molecules of cellular mediators are polypeptides 
which play a role in the functioning of the immune system. 
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9. Particulate vector according to either of Claims 7 and 8. characterized in that the molecules of cellular mediators 
are cytokines chosen from the group comprising: interieuWns, interferons, TNFs, G-CSF, M-CSF, GM-CSF and MIF. 

10. Particulate vector according to Claim 9, characterized in that the cytokine is interleukin-2. 

5 

1 1 . Pharmaceutical composition, characterized in that it comprises particulate vectors according to one of Claims 1 to 
10, in a pharmaceutical ty acceptable vehicle. 

1 2. Process for enhancing the activity of a polypeptide cellular mediator which is at least partially hydrophobic, charac- 
io terized in that 

a) a particulate vector is prepared which comprises from the inside to the outside 

a core consisting of a matrix of naturally or chemically cross-linked polysaccharides or oligosaccharides, 
is - an external layer consisting of natural fatty acids grafted onto the core by covalent bonds, at a variable 

level, 

b) optionally, the vector obtained is freeze-dried in a hydrophilic environment, 

c) the cellular mediator is associated with the vector via interactions which are at least partially hydrophobic. 

20 

13. Process for enhancing the activity of a cellular mediator, characterized in that: 

a) a particulate vector is prepared comprising a cross-linked hydrophilic core onto which fatty acid residues and 
ionic ligands are grafted, 
25 b) the said particulate vector is freeze-dried, 

c) the freeze-dried vector is placed in contact with a limited quantity of an aqueous solution of cellular mediator, 
so as to bring about the formation of stable aggregates of vectors charged with cellular mediator 

Patentanspruche 

30 

1 . Teilchen-Trager(Vektor), dadurch gekennzeichnet daB er, von innen nach auBen, enthait: 

einen nicht-f IQssigen hydrophilen Kern, und 
- eine fluBere Schicht, bestehend aus Lipid- Verbindungen, die mittels kovalenter Bindungen auf den Kern auf- 
35 gepfropft sind. 

2. Teilchen-Trdger nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Kern besteht aus einer auf nattirlichem oder 
chemischem Wege vernetzten Polysaccharide oder Oligosaccharid-Matrix. 

40 3. Teilchen-Trdger nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB ionische Liganden auf den Kern 
aufgepfropft sind und daB der Kern einen ionischen Charakter hat 

4. Teilchen-Trdger nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die ionischen Liganden mindestens eine Funktion 
tragen, die ausgewdhlt wind aus der Gruppe, die umfaBt Phosphate, Sulfate, Carbonsduren, quaterndre Ammo- 

45 nium-Verbindung, sekunddre Amine und primfire Amine. 

5. Teilchen-Trdger nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Upid-Verbindungen der 
duBeren Schicht natQrliche Fettsduren sind, die in einem unterschiedlichen Grad an dem Kern fixiert sind. 

so 6. Teilchen-Trflger nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB er in lyophilisierter Form vorliegt. 

7. Teilchen-Trdger nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB er auBerdem MolekOle minde- 
stens eines zelluldren Mediators mit gleichzehig hydrophoben und ionischen Eigenschaften eines Typs aufweist, 
der mittels eines Membranrezeptors wirkt, und daB die genannten MolekOle durch hydrophobe Wechselwirkungen 

55 mit der duBeren Schicht aus Lipid- Verbindungen des Trdgers (Vektors) und/oder durch ionische Wechselwirkungen 
mit dem Kern assoziiert sind. 

8. Teilchen-Trdger nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet daB die zelluldren Mediator-MolekOle Polypeptide 
sind, die beim Funktionieren des Immunsystems eine Rolle spielen. 
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9. Teilchen-Trager nach einem der AnsprOche 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, daB die zelluiaren Mediator-Mole- 
kute Cytokine sind, die ausgewdhlt werden aus der Gruppe, die umfaBt die Interleukine, die Interferons, die TNF, 
den G-CSF, den M-CSF, den GM-CSF und den MIR 

Teilchen-Trager nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB es sich bei dem Cytokin urn Interleukin 2 handelt 

Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet. daB sie Teilchen-Trager (Vektoren) nach einem 
der AnsprOche 1 bis 10 in einem pharmazeutisch akzeptablen Vehikulum enthdlt 

Verfahren zur Verstarkung der Aktivrtat eines zelluiaren Polypeptid-Mediators, der mindestens teilweise hydrophob 
ist, dadurch gekennzeichnet. daB man 

a) einen Teilchen-Trager (Vektor) herstellt, der von innen nach auBen enthait: 

- einen Kern, bestehend aus einer auf natOrlichem oder chemischem Wege vernetzten Polysaccharid- Oder 
Oligosacchand-Matrix, und 

- eine auBere Schicht, bestehend aus naturlichen Fettsduren. die durch kovalente Bindungen in variablem 
Umlang auf den Kern aufgepfropft sind. 

b) den erhaltenen Vektor in einer hydrophilen Umgebung gegebenenfalls lyophilisiert und 

c) den zelluiaren Mediator durch mindestens teilweise hydrophobe Wechsefwirkungen mrt dem Trdger (Vektor) 
assoziiert. 

25 13. Verfahren zur Verstarkung der Aktivrtat eines zelluiaren Mediators, dadurch gekennzeichnet. daB man 

a) einen Teilchen-Trager (Vektor) herstellt. der einen vernetzten hydrophilen Kern aufweist, auf den Fettsaure- 
reste und ionische Liganden aufgepfropft sind. 

30 b) den genannten Teilchen-Trager (Vektor) lyophilisiert und 

c) den lyophilisierten Trdger (Vektor) in Gegenwart einer begrenzten Menge einer waBrigen LOsung des zellu- 
iaren Mediators in der Weise lyophilisiert. daB die Bildung von stabilen Trdger (Vektor) -Aggregaten, die mit zel- 
luiarem Mediator gefullt sind. gewahrleistet ist. 
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Figure 4 
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Figure 6a 



20 



EP 0 696 191 B1 




Figure 6b 
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Figure 7b 
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Figure 8a 
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Figure 8b 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 1 3 
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